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,54, Verfchren *ur Anaiyse *ner .edizinisC.n Probe Mr Verme,dur,g »on S,6,be«r.o.n 
aulgrund von Hamolyse 

(57) Zur Analyse einer medizmischen Probe unter 
Vermeiduna von Storbeitragen autgrund von Hamolyse 
w.rd vor de? Hauptreaktion fur eme in der ProDe enthal- 
tene Komoonente eine VDrreaWion erzeugt und gemes- 
sen. durch die der Hamolysegraa der Probe best.mmt 
und das nachtolaend erhaltene Ergeonis der zu bestim- 
menden Probe umdiesen Stbmemag unter Ausnutzung 
des gefundenen Zusammennangs (Korrelat.on) zw.- 
scnen oem Hamolysegrad una cem Storbenrag torn- 
aierlwird. 
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Beschreibung 



^^ZZ2 H^r* em V6rfahren AnaiyS6 e ' ner medl2 ' n,SCnen Ff0be »™ von MeR- 

be, o D e r B «t^?nn n1erSUCnUn5Sma,enal bl0chemist ™ Analysen ist Blu.serum oaer Plasma. Es ,st bekann, dafi 

MaBe d,e «^^nS"T^ enflU, ^ ^ " bes °" d - m 

cabeTre^eTaentht™?^'' 56 aU< ' r ' n - ^ ' S ' em Tei ' der r0,en «ulMm«hen zerstor, worden. und die 

Blutkarp e^e TZz bT^IT^T ^ ° ieS *™ 2Ur F °' ae - daB durct1 die "*wto* £ 

2ur Lhl;,nn n H * m0gl0D ' a aie anai ^^ Serum- oder Plasmawerte verfalscht werden. 

^ur Hehebung aieses Nacnteils wira m der Pateniscnrrfi LK-A-a E<, rf 

Chromogen in e,ner Biutprobe zusammpn m „ Lm ITJ^ US - A " 4 263.512 d.e Best.mmung von interferierendem 
dem Grad der H*mni«- ,u 2usam ™" m,t dem Analyten vorgeschlagen und die Korrektur des MeSlehlers gemae 
thode^J^E^" m " Chr r° 9enk0n2en ^ on ' e-Ptoh.en. Bei d,eser konvent,onellen KorreSe 

Zusammennangzw.schendemGrari dPrHJL? I darauf h,n 9 ew,esen . <*aB ein quantitative, 

.en MeBfehleroesTehf D^T 7 ? a erHam0 ' yse n s,0run 9 0 ^Anaiytkon Z entrat.onunddemdurchdieS.6runger»ug- 
Anpassuno aileSren k™,^ ?" 9 Ia,3, ^ "* H " ,e ™ mU,,iplen ReQression dars,ellen - Di * « *i 
z.B uber IS^^TT^V^ 1 ^ ** *" BaSiS unabhfin9 ' 9 bes,immten HSmdysestorung 

,at,on,;; z^;;z:^^ 9unq evemuei,er - 

CX 5 " Rrma B6Ckman e ' n Set VOn 2 bis 5 We «-'angen 

n-cht reasons er a n,erzuT« V ° n fttr,ndim Ba< * 9r0und - 0ber eine 9"'^ 

korrigieren Im is 32^™ T Wel| enlangen .st es mdgl.ch. endogene spektrale Interferenzen automatisch ru 

8x5?40Me3daten^ 

ei»aten genenen. Fur d,e S.gnalkorrektur w,rd dann die fctgende polychromatische Gleichung verwendet: 



Absorptionsaiflerenz = Differenz (A - B • C • D - E + k) 
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A = Absorptionsander ung aer b,cnromai,sch gemessenen Analytreaktion 

h - 1 = gewichtete bichromatiscne *orrektur-Welleniangen und 

£SS^^. ae, SD8K,rale Ein,IU6 V ° n Seren Abwesenheit ™ Ha -'V« Oder Ikterus 

is, z^xzs^zzzzz ssrr^ Korrek,ur ' wenn s,e Bestand,eii einer Tes,app,ika «° n 

ab weichemder .Lerenztetr^ *" < ^ renzwe^,es • 

-eh.^^^^ ^ 65 ^ ■ *™ Analysenmethode bereitzustel.en. die es ermogiicht. MeB- 

Blu m„ e,ner iS^SiSZ^^S" B ^ ruB ^*« in einer Blutolasmaprobe von namolytischem 
autwand zu bestimml herKOmm, ' Cnen K °^kturvertahren verbesserten Richtigkeit und deutlich reduziertem Arbeits- 

^^Zn^STLZ Ve "T Ana ' ySe 6inef medi2iniSChSn Pr0be Urter Vermeid - 9 von MeB- 
tenen Kom onenteo,^ P^een^ZZZ ein6r in der Probe enthal ' 

Korrelation des Wmolyseoraa J M.lh^ Komponen,e ^ um e.nen Wert, der durch 

lm Vergle-ch zumS^!^ MeBfehlerbemag von stbrenden Komponemen ermittelt wurde. 
die KomJS irS^TT Si f d3S eriindu "9 SQema ^ Verlahren durch den Vorteil aus. dafi .Or 
durch Besfmmun^ ^es ZnLZ ham ° ,y1,SChen Probe k *™ unabhang,ge Bestimmung des HSmolysegrades. z.B. 
demH/m,;^^ 

werden. Die^reaktJ,^ h e ^in^SoSS^ ieS ^ est ^ Vorreakto ^gest e . R 

Qenzes der eigemiichen Me3wer»e S lrSng ^ Rea9enZ ^ ied0Ch V ° r 2u ° abe dSS S ^ 

«n«l2Te«ZT^™r Eri,ndU : 9 beschriebe ™ ****** * es mog.i C h. den Hamolysegrad 

bestimrmer Substanzen ebenfa. I In ZZi , t 9 d ' 6 Ana ' ySe iSt 2U ber "'*s i ^tigen. daB bei Bestimmung 
auostanzen ebentalls e,n .alsches Resultat iflr hamolytische Proben ernalten werden kann, wenn diese 
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SuDStanz aucn in r 



dan „ rr . nsr - Hamoivs= eDenialls zusatznch in der zu ana- 
■o,en BiutKomercnen vomanaen ,st. unc am ^ m ^^% nMnosaamae Verianren deruck- 
, vs ,erenoen Prooe vomanoen ,st Aucn dieser ^^™^™£^ 0 « Probe emgem. 
s.cmiat. ca ,n « Vorrearc.on auiomauscn neoen oem H *™^ a ° UC ° m unQ bew|fKt im R^erenzberach 

DaseninoungsgemaGeVenanreneriauotene^ 
(3-, u/.be,Frauen.37U/lbe,Mannern, e.ne oesonoers etliz^n ii ^ Gt6r3e noronung von 80 %. die mrt 

;^==^^^ 

^^gema^ 

Probe, so aaGbas,erenoau1 den ^«'^ n « oer,m ^' e " ^^^^cn. Dies .st e.n oedeutender Vorte.1 
Seou, entlallen. Es s,na insbesoncere Kerne z ^f he ' M ^ 

aegenuber den bisher bescrvieoenen KorreKturvenahren lur pno ,ometnsch erfaBt. Es ist 
' ,n emer oevorzugten Aus.uhrungstorm oer M ^Zo^^cr.. und inbesondere bei 340/405 nm 
hierbei oesonders bevorzugt. oaf, die ~< r,SC ^^^ Welleniangen zustande kommt. 

enolgt und der eigent.iche MeBwen ourcn Wv *^^^^^ Mam . weiches NADH und LDH entnat. 

Die E.nie.tung der Vbrreaxnon ertoigt bevorzugt ^^^^^ M DH. 
in emer besonoers bevorzugten Austunrungsiorm «^^^^ ftB ^«^^ 

akt,on bezugl.ch der zu bestimmenoen Komoonente nm H.He der rormel 

Rate SuD5lant ,., 0 e = a ^e.. oiai - Rate VorreaK1K)n ■ Rate SuBstanI ,sry, hr ozy,en 



def Men. wobei Substanz d,e zu oest.mmenoe Kompon nte n ^£££L*«* Zusammenhangs zwischen der 
Eine MOgKchkM zur Entstorung Konnte namfc* m,t 
, Vorreaktion und der Hauptreaktion tesigesielU werden. EtnMhanatischer ReaKt 
der matnemat.sche Zusammennano tur die Gesamtreakt.on4autet 

Rate loial = Rate SuDsiani , P ,o De + sut—E^w- + Rate """"^ 

aermaBen auigelost weraen 
eC Rale = Raie , 01al ■ Rate £uDsian r/Ery,mo*y.en. ' Bal6 v °" MK,l0n 

und tOhrt zu der oben genannten Fo-e, zu: ^^^STbSSop .o.gendes Modell zur Berechnung 
m dem erstellten Datensatz -.ann annar-.o emer mult.pl.n me_re . 
« der Rate SuMlar)J/ £ r v,h,ozy,en nerancezogen werden; 

2 

- n y Rate ^ + ft x (^ a ^ e Vcrreawion) 
Haie SuCstanrE'V^ n rc2vien u 

ergebn.sse mrt Hilfe der elekiromscnen ^^J^""^"^ die aul dem Datentrager gespeicherten 
Besonoers bevorzugt <st. wenn oer Wer, ciilMW Z^^^^^ M ^^^Sl 
intormanonen oerecnne, werden Kann ^^^^^ MeBfentertenrag fur eine orofle Probanden- 
» zw-schendemdurchdieVorreawionpesfmrntenHamolysegraounaoe 

gruppe errhmelt wurde. d komaierte Wert der gestdrten Komponente aut 

9 Besonoers bevorzugt «*d oas verlahren »«*^£*£££„ anoeze.gtwird. welche.ur d.e Messung 
dem AusdrucK und/oder aui dem Disoiay emer -^"^SSTC mit emem Toleranzbere.cn angegeben w,rd. 
eingesetzt w.ra. Es ist daoei wieaerum bevorzugt. da(3 der torng.erte 
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jeaocn Kann es zwecKmaflig sein rsorrenrur aes Meftwenes nur mnernalb oestimmter Toleranzgrenzen automatisch 
curcnfunren zu iassen una au6erna;c aieser Toieranzgrenzen Korrewuren nacn emsDrecnenaer Berucksichtigung der 
Jmstanae von Hand aurcnzufunren 

Das eriindungsgemaGe Verlanren wira oesonaers oevorzugt bei zu bestimmenden Komponenten angewandt. die 
ausgewahlt sind aus (a) der AnaiyigruoDe. die emsDrecnend dem biochemischen Reaktionstypus von GOT/GPT detek- 
uert wire und/oder (b) zu emer Anaiv.gruope genon. oie aus Gesamtprotein. Albumin. LDH, Kalium, Gesamtcholesterin, 
freiem Choiestenn. Harnsaure. " .cvcenoer. Natrium. Chlond. fl- Lipoprotein en. Thymoitrubungstesten, Zinksulfattrii- 
oungsiesten. Phospnoliptden unc ire<en Fer.sauren oesient. Es ist dabei aucn moglich und eine bevorzugte Ausfuh- 
rungsiorm aer Erfindung. eine Kcraoneme zu oestimmen. deren Konzentratton in roten Blutzellen hdher ist als im 
Bluiserum Oder im Blutpiasma. 

Das emndungsgemaBe Verfanren sieilt also eine leicht automatisiertiare und schneli durchfuhrbare Mdglichkeit dar, 
in Blut. Blutserum Oder Plasma enr.aitenaen Frozen entnaltene Komponenten zu bestimmen und hierbei MeBfehlern 
autgruna von Hamolyse zu vermeiaen wooei nur zusatziich zur der eigentlichen Bestimmungsreaktion eine Vorreaktion 
durchgeiuhrt wird. weiche die Bes:irnmung aes Hamolysegrades erlaubt. 

Die voriiegende Erfindung wire c jren ate Deigeiugten Figuren und die Beispiele weiter erlautert 

3EISP1EL 1 

Expertmente zur Bestimmung aes -arameiers Giutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) 

Die GOT- Aktivitat wird aurcr. r,a~oivtiscnes Probenmaienal stark gestdrt und fuhrt zu lalsch positiven Ergebnissen. 
Eine aeutliche Abhangigkeit zwisc-e^ namoiysegraa und Erhdhung der GOT-Aktivitat liegt von Bei Serumwerten von 
ca. 20 U/l wird GOT bei einem no - ■/■•ert von 500 mg/dl urn 80 % mit Verfanren gemaB des Standes der Technik zu hoch 
gemessen. Diese Stdrung berun: -r aiiem carauf. oafi GOT in den Erythrozyten enthalten ist und damit ein direkter 
Bezug zwtschen Hamolysegrao u^c Aktivitatsernohung oesteht. 

Testprinzio des GOT-Tests- 

a-Ketoglutarat + L-Aspartat G ° T L-3:utamat + Oxaiacetat Oxalacetat + NADH + H' MDH L-Malat + NAD' 

Die Messung ertoigt bei 340 nrr, tMauoTweiieniange) und 405 nm (Nebenwellenlange). Detektiert wird der NADH- 
Abbau. 

Hamolvsath erstellunn 1 ■ 

Blutabnahme (Heparin-Plasma ■ZentnfugiererVUberstand verwerfen/BIutkuchen mit 0.9 % NaCI 3x waschen und 
Erythrozyten mit Wasser zum P!s:;e~ onngen una uber GlaswolJe filtrieren/Hb-Gehalt bestimmen. 
2um Aufstocken Serum vom seiner i^enaer verwerien. 

HamolvsatherstellunQ 2 

Blutabnahme (Serum)/Zentn:ug:eren/Serumaufbewahren/Blutkuchen mit Glasperien versetzen und 2 - 3 Stunden 
kraftig ruhr en/2 entrifugi ere n (Giasoenen aienen als Trennschicht zwiscnen Zellruckstanden und Hs\molysat)/Uberstand 
abpipettieren und Hb-Gehalt bestimmen 

Die folgenden Resultate wuraen unter Anwenaung der Hamoiysatherstellung 2 mit 20 verschiedenen Seren in unter- 
schiedlichen Konzentrationsbereic^en ernaiten. 

Die Aufstockung der o.g. Seren erroigte in 8 Schritten: 50. 100. 150, 200, 250. 300. 400, 500 mg/dl Hb (Figur 3). 

Die Messungen wurden am Knmscn cnemiscnen Analysenautomaten Hitachi 71 7 mit den MeBpunkten 10-20 (Vor- 
reaktion) und 30 - 50 (Hauptreakrioni aurchgefuhrt. 

Um das oben beschnebene KorreKiurveriahren zu vaiidieren. wurde zunachst ein Panel von nicht hamolytischen 
Humanseren am Analysenautomai Hitacni 71 7 vermessen und die gefundenen GOT-Aktivrtaten als BM-Sollwertedefi- 
niert. 

Daraufhin wurden 25 Seren aus aiesem Panel mit bis zu 8 verschiedenen Hamolysat- Aufstockung en (insgesamt 
2 1 7 Proben) vermessen. 

Die Methodenvergleiche zwiscnen aen korresponaierenden MeBwerten von nicht hamolytischem ("Sollwert") und 
hamoiytischem Probengut (Istwen ') ohne und mit Korektur verfanren zeigen die Figur 4 (Korrelation zwischen Soil- und 
lstwerten = 0,923) und die Figur 5 (Korrelation zwiscnen Soil- und Istwerten = 0.981). Dieses mehrfach reproduzierte 
Ergebnis zeigt deirtiich, daB die hamoiytiscne Interferenz uber das hier angegebene Verfahren eff izient korrigiert werden 
kann. 
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Patentansoruche 

1 . venanren zur Analyse emer meaiztn.scnen ProDe unter Vermeiaung von Storbeitragen auigruna von Hamolyse. bei 
oem vor aer HauoueaKtion i U r erne m aer Probe entnaltene Komoonente eme Vorreaktion erzeugt und gemessen 
wird. durcn die aer Hamoiysegraa der ProDe oestimmt wira und das nachtolgenc erhaitene Ergeonts der zu bestim- 
jenaen Probe um aiesen Storoeitrag umer Ausnutzung oes gefundenen Zusammennangs (Korreiation) zwischen 
aem Hamoiysegraa una aerr Storoenrag Kornaiert wira. 

2. Vertahren nach Ansorucn i 
dadurch gekennzeichnet 

aaft die Vorreaktion ebenraiis onotometriscn ertaftt wird. 

3. Vertahren nach Ansorucn i oaer 2. 
dadurch gekennzeichnet 

aaft die photometnscne Besummung Dicnromatiscn bei 340/405 nm ertolgt una der eigentliche Meftwert durch 
Difierenzbildung der Ergeomsse De ( aer Welleniangen zustande kommt. 

4. Vertahren nach emem aer vornergenenaen Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet 

daft die Einleitung der VorreaKt.on aurcn ZugaDe eines Reagenzes ertolgt, welches NADH und LDH enthalt. 

5. Vertahren nach Anspruch 4 
dadurch gekennzeichnet 

aaft das Reagenz zusauticn MDH entnalt 

6. Vertahren nach emem aer vornergenenaen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet 

daft die Beziehung zwiscnen cem aurch die Vorreaktion bestimmten Hamolysegrad und dem Meftfehlerbeitrag 
durch die stdrenden Komponenten auf emer brenen Basis fur eine grofte Probanaengruppe heterogenen Gesund- 
hertszustandes. Alters una Gescniechts abaesicnert ist. 

7. Vertahren nach einem der vornergenenaen Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet 

daft die Korreiation der VorreaKt.on m.t der Bestimmungsreaktion bezugiich der zu bestimmenden Komponente 
ertolgt uber die Formel 

Rate Su D s t an;,^co e = R ate :oia( - Rale vorreatcon * ^ SuDsianr/Ervthrozyien 

wobei Substanz die zu best ( mmenae Komponente in der Probe bedeutet. 

8. Vertahren nach einem der vornergenenaen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet 

daft die fur die Berechnung oes Korngierten Wertes erforderliche Formel auf emem Datentrager gespeichert wird 
und dieser fur eine automauscne Korrektur der Anaiysenergebnisse mrt Hilfeder etektronischen Datenverarbertung 
verwendet wird. 

9. Vertahren nach Anspruch e. 
dadurch gekennzeichnet 

daft der Wert des Meftfehlers aurch die auf dem Datentrager gespeicherten Informationen berecnnet werden kann. 

10. Vertahren nach einem der AnsDrucne 8 Oder 9, 
dadurch gekennzeichnet. 

daft der komgierte Wen der gestorten Komponente auf dem Ausdruck und/oder auf dem Display der elektromschen 
Datenverarbeitung erschemt 

1 1 . Vertahren nach Anspruch 8 bis 1 0. 
dadurch gekennzeichnet. 

aaft der korrigierte Wert mit einem Toleranzbereich angegeoen wird. 
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12. Veriahren nacn emem oer AnsDrucne 10 ooer n . 

dadurch gekennzeichnet. 7nipranzarenz»n automanscn erioigt. 

aaR die Korrektur aes Meflwenes nur mnernalb t>esiimmter .oleranzgren.- 

u^nnoi die zu bestimmende KomDonente ausgewahlt wird 

13. Vertahren nach e.nem aer vornergenenaen Ansorucrie -^J^ von GOT/GPT detekt.ert wird 
aus (a) der Ana.ytgruppe. d.e emsorecneno aem Kal.ura Gesamtcholesterin. 

^Chole^rrn/Harnsaure. TnglycWen. Natnum, Chlorid. p-upoprote,nen. ..n.^.^ 
irubungstesten. Phospnono.aen una tre^en Fettsauren oestent. 

n.^on Anwuche wooei eine KomDoneniebestimmt wird. deren Konzentration 
1 4 Vertahren nacn emem aer vornergenenaen AnsDrucne. wod& eine 
m roten Blutzelien hdher .si ais im Btutserum Oder im Blutolasma. 
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